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Resumen 
 
El sulfuro de hidrógeno (H2S), compuesto activo 
de las aguas mineromedicinales sulfuradas, ha 
demostrado ser un protector tisular en varias 
patologías. Nuestros resultados previos demostraron 
que NaSH y GYY4137, dos compuestos sintéticos 
que producen H2S, presentan efectos 
anti-inflamatorios y anti-catabólicos en condrocitos 
procedentes de pacientes con artrosis (OA) 
estimulados con interleuquina 1β (IL1β). En el 
presente trabajo se investigó si estos mismos 
compuestos inhiben también los procesos catabólicos 
directamente en cartílago humano artrósico. 
 
1 Introducción 
 
1.1 La artrosis (OA) 
 
La artrosis (osteoarthritis, OA) es la artropatía más 
frecuente en la población, además de ser una de las 
enfermedades reumáticas más dolorosas. Más del 
70% de la personas mayores de 50 años tiene signos 
radiológicos de OA en alguna articulación. Según la 
Organización Mundial de la Salud (OMS), la OA se 
encuentra entre las cuatro primeras enfermedades que 
reducen los años de vida, ajustados por calidad. En 
España, la OA de rodilla y cadera tienen una elevada 
prevalencia, del 10,2% y 4% respectivamente.  
La Sociedad Española de Reumatología (SER) 
calcula que el tratamiento de estas patologías supone 
en España un coste anual superior a 4.738 millones 
de euros, equivalente al 0,5% del producto interior 
bruto (PIB) [1,2]. Aunque la OA es una enfermedad 
en la que participa la articulación afectada al 
completo, el aspecto más característico es la 
destrucción progresiva del cartílago articular. El 
cartílago articular es un tejido conectivo 
especializado, compuesto por matriz extracelular 
(MEC) y por un reducido número de células, los 
condrocitos. Estas células son las responsables de la 
síntesis y mantenimiento de la matriz y representan 
menos del 1-2% del volumen total del cartílago. La 
MEC está compuesta fundamentalmente por agua y 
el resto (20-30%) son proteínas. De éstas, las más 
abundantes son el colágeno de tipo II y los 
proteoglicanos. En la MEC, las fibrillas de colágeno 
forman un entramado tridimensional a modo de 
mallas, orientado para descargar las fuerzas de 
tracción y proporcionar así resistencia a la tensión. 
Se ha sugerido que el colágeno tipo IX, que contiene 
una cadena de condroitín sulfato, actúa como 
intermediario entre las fibras de colágeno tipo II y los 
proteoglicanos, contribuyendo de esta manera a 
aumentar esa estabilidad estructural de la MEC [3]. 
Los proteoglicanos son macromoléculas sintetizadas 
por los condrocitos, constituidas por una proteína 
central a la que se unen, de forma covalente, un tipo 
polisacáridos, denominados glucosaminoglicanos 
(GAGs). Entre estos encontramos ácido hialurónico, 
condroitín sulfato (Ch-S), dermatán sulfato, heparán 
sulfato y queratán sulfato (KS). Los más abundantes 
en el cartílago son el condroitin-4-sulfato, el 
condroitín-6-sulfato, el dermatán sulfato y el KS. El 
ácido hialurónico (HA), único GAG que no está 
sulfatado, tiene la función de enlazar entre sí los 
diversos proteoglicanos formando voluminosos 
agregados que ocupan los espacios entre las redes de 
fibrillas de colágeno.  
El agrecano es el proteoglicano más abundante en 
el cartílago. Esta proteína ayuda a resistir las fuerzas 
de compresión en el cartílago. Los GAGs que lo 
forman son fundamentalmente el Ch-S y el KS.  
Actualmente, la síntesis y degradación del 
agrecano, al igual que la del colágeno II, son objeto 
de estudio por su participación en el deterioro del 
cartílago durante la OA. Ambos son dos de los 
marcadores más importantes debido a las diferencias 
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existentes entre el cartílago normal y el OA, en el que 
se encuentran muy disminuidos.  
La degeneración del cartílago articular es el 
episodio clave en el desarrollo de la OA y tiene una 
etiología multifactorial. Entre los factores 
involucrados en su destrucción destacan los factores 
mecánicos y los mediadores biológicos. Debido a 
estos efectos (mecánicos y biológicos), se ha 
demostrado que el cartílago OA es hipocelular 
(debido a un aumento de muerte celular por 
apoptosis), está sometido a un aumento de estrés 
oxidativo y presenta una elevación de marcadores 
inflamatorios y catabólicos. Esto, a la postre, 
conduce a un desequilibrio entre los mecanismos de 
reparación y destrucción del tejido, dando lugar a su 
destrucción progresiva.  
En concreto, en una articulación con OA se 
pueden encontrar cantidades elevadas de mediadores 
inflamatorios sintetizados por los condrocitos. La 
IL-1β es la molécula pro-inflamatoria por excelencia 
en el proceso OA. Es capaz de estimular su propia 
síntesis, la de otras interleuquinas pro-inflamatorias 
como la IL-6 y la IL-8, la de especies reactivas de 
oxígeno (anión superóxido, O2-), de nitrógeno (óxido 
nítrico, NO) y de la prostaglandina E2 (PGE2), 
además de MMPs, colagenasas y agrecanasas. La 
IL-1β es también responsable de la inhibición de la 
síntesis de colágeno II y de agrecano en los 
condrocitos [4-6]. Desde un punto de vista 
catabólico, el elemento más importante en la 
degradación del cartílago articular son las proteasas 
siendo las más destacadas las MMPs. Estas proteínas 
son endopeptidasas capaces de degradar diferentes 
sustratos como colágenos, proteoglicanos, gelatina o 
fibronectina [7]. En condiciones normales estas 
proteínas, se encuentran en muy baja cantidad en el 
cartílago adulto, sin embargo sus niveles se elevan 
significativamente en la OA [8].  
 
1.2 Tratamientos actuales para la OA 
 
Actualmente, el tratamiento de la OA es 
multidireccional y principalmente sintomático. No 
existe un tratamiento definitivo en ninguno de sus 
múltiples ámbitos, ni farmacológico, ni físico, ni con 
medicina alternativa, que cure o cuando menos 
detenga la progresión de la enfermedad. Las personas 
que la padecen ligan su vida a una serie de pautas, 
como la pérdida de peso para aliviar los factores 
mecánicos, el manejo de terapia física supervisada, y 
la aplicación de terapia farmacológica analgésica y 
anti-inflamatoria. Entre esta última, se incluye el uso 
de anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs), con 
una buena efectividad pero nocivos efectos adversos, 
los fármacos de acción lenta (symptomatic slow 
action drugs for osteoarthritis, SySADOA) y la 
terapia intra-articular, todos ellos con una eficacia 
inconsistente. Recientemente también se han 
aprobado y se están utilizando algunos agentes de 
acción central y terapia biológica, sin embargo, en 
ambos casos, si bien la eficacia es buena, los efectos 
adversos son mayores de lo esperado [9]. En general, 
cuando la OA es severa y el paciente supera los 60 
años el tratamiento más usado es el reemplazamiento 
de la articulación por una prótesis mediante 
artroplastia.  
Un tratamiento actualmente en exploración es la 
balneoterapia, y más concretamente, el uso de aguas 
sulfuradas. El uso de aguas mineromedicinales como 
tratamiento complementario no farmacológico en las 
enfermedades reumáticas tiene una gran tradición en 
España.  
La Comunidad de Galicia es rica en estos 
recursos, de hecho Galicia cuenta con como mínimo 
21 balnearios registrados por la Consellería de 
Economía e Industria y la mayoría de las 
emanaciones son aguas bicarbonatadas y sulfuradas. 
En los últimos años se han realizado algunos estudios 
con resultados positivos en la mejoría de la 
sintomatología de la OA con balneoterapia [10-15], y 
centrándonos en los estudios realizados únicamente 
con aguas sulfuradas tanto en balneoterapia, 
peloterapia, como en agua bebida en pacientes con 
OA revelan que estas aguas aumentan los niveles de 
H2S en plasma tras los tres tipos de tratamientos en 
conjunto [16] y que en general tienen un efecto anti-
oxidante [16-18], mejoran la movilidad y la calidad 
de vida de los pacientes [19]. Una revisión Cochrane, 
realizada por Verhagen en 2007 [20], resuelve que 
los datos obtenidos hasta el momento aunque no son 
concluyentes indican que este tratamiento podría ser 
efectivo. Es más, las últimas recomendaciones de la 
Osteoarthritis Research Society International 
(OARSI) para el tratamiento no quirúrgico de la 
artrosis de rodilla, incluyen como tratamiento 
apropiado para pacientes con OA en más de una 
localización y con comorbilidades, las aguas 
termales, incluidas las sulfuradas, [21].  
Sin embargo, a pesar de su gran popularidad y de 
los estudios observacionales con resultados positivos, 
los estudios científicos sobre los mecanismos 
biológicos subyacentes son escasos.  
 
1.3 El sulfuro de hidrógeno (H2S) 
 
El sulfuro de hidrógeno (H2S) es el principio 
activo de las aguas mineromedicinales sulfuradas. Es 
un gas conocido por su olor característico a huevos 
podridos y que, hasta mediados de los 90, se 
consideraba principalmente tóxico para el ser 
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humano y dañino para el medio ambiente. Sus 
mecanismos de acción fueron completamente 
desconocidos hasta las últimas décadas del siglo XX 
[22-24]. 
Sin embargo, a finales de siglo, se descubrió que 
el H2S es un gas producido de forma endógena en los 
tejidos. Al igual que el NO y el monóxido de carbono 
(CO), el H2S ha sido recientemente identificado 
como una molécula de señalización gaseosa, un 
mediador endógeno de la inflamación [25] y como un 
potencial compuesto citoprotector [26]. El H2S es 
altamente lipofílico por lo que atraviesa con facilidad 
las membranas celulares y es capaz de llegar a la 
mayoría de los tejidos del organismo lo que le 
confiere un alto potencial biológico.  
A nivel endógeno, el H2S se sintetiza a través de 
una vía enzimática fundamentalmente mediante tres 
enzimas, la cistationina beta sintasa (CBS, EC 
4.2.1.22), la cistationina gamma liasa (CTH, EC 
4.4.1.1) y en menor medida por la mercaptopiruvato 
azufre transferasa (MPST, EC 2.8.1.2) [27]. El 
sustrato de estas enzimas es un aminoácido, la L-
cisteína, que se encuentra tanto en alimentos como en 
otras proteínas y que también puede ser sintetizado a 
través de la L-metionina. CBS es la enzima 
predominante en cuanto a la producción de H2S en el 
cerebro y sistema nervioso [27]. La CTH es 
característica del sistema vascular y de su músculo 
liso [28,29]. La tercera enzima mencionada, MPST, a 
diferencia de las otras dos que están únicamente en el 
citosol, se encuentra tanto en el citosol como en las 
mitocondrias [30].  
 
1.4 Estudios del sulfuro de hidrógeno en las 
enfermedades reumáticas 
 
También se han publicado recientemente algunos 
estudios sobre los efectos de la adición exógena de 
H2S con compuestos sintéticos en modelos in vitro o 
in vivo de enfermedades reumáticas, incluyendo la 
OA. En 2013 Li et al. [31], cuyos estudios previos 
habían descrito un efecto inflamatorio del H2S, 
utilizan otro compuesto liberador de H2S, el (p-
methoxyphenyl) morpholino-phosphinodithioic acid 
(GYY4137) en sinoviocitos y condrocitos humanos, 
y en un modelo animal de OA en ratas. En el estudio 
in vitro concluyen que el H2S tiene un efecto anti-
inflamatorio inhibiendo NO, PGE2, TNFα, IL-6, 
iNOS y COX-2 y que uno de los blancos probables 
de actuación del mismo es la inhibición de NFκB. E 
in vivo, sus estudios llegan a la misma conclusión, 
cuando GYY4137 se administra de forma 
terapéutica, una vez establecida la inflamación.  
En nuestros estudios previos, se utilizó un modelo 
in vitro con condrocitos articulares procedentes de 
tejido de pacientes con OA y se encontró que la 
adición de H2S a estas células, cuando se han 
estimulado con IL1β, resultó beneficioso. Se 
observaron efectos anti-inflamatorios (reducción de 
los niveles de IL-6 y PGE2 (y sus enzimas de 
producción)), efectos anti-catabólicos (reducción de 
la expresión génica y la abundancia de MMP3 y 
MMP13) [32], FERP) y efectos antioxidantes 
(reducción de ROS y de especies reactivas de 
nitrógeno) en las células OA [33]. 
 
2 Objetivos 
 
El objetivo principal de este trabajo fue investigar 
los efectos anti-catabólicos y/o pro-anabólicos del 
H2S, suministrado exógenamente con dos 
compuestos sintéticos (NaSH y GYY4137), en un 
modelo in vitro con cartílago articular humano 
artrósico estimulado con IL-1β.  
 
 3 Métodos 
 
3.1 Consideraciones éticas  
 
Este proyecto fue evaluado por el Comité Ético de 
Investigación Clínica de Galicia (CEIC). Las 
muestras biológicas y los datos clínicos que se 
utilizaron en este proyecto son de los participantes en 
la colección de muestras para la investigación en 
enfermedades reumáticas creada bajo la 
responsabilidad del Dr. Francisco Javier Blanco 
García, debidamente registrada en el Registro 
Nacional de Biobancos con código C.0000424 y 
autorizada por el CEIC de Galicia con código 
2013/107. Todos los participantes firmaron un 
consentimiento informado según la Ley 14/2007, de 
3 de julio, de Investigación Biomédica y se garantizó 
la confidencialidad de sus datos personales, de 
acuerdo con la Ley Orgánica 15/1999, de 13 de 
diciembre, de Protección de Datos de Carácter 
Personal. 
 
3.2 Obtención de cartílago articular 
 
Los explantes de cartílago articular se obtuvieron 
de pacientes sometidos a operaciones de reemplazo 
articular ocasionadas por artrosis realizadas en el 
Complejo Hospitalario Universitario de A Coruña 
(CHUAC). El cartílago se obtuvo mediante resección 
con bisturí, primero formando láminas gruesas y 
posteriormente cortando piezas cilíndricas con un 
disco de biopsia de 6 mm de diámetro.  
 
3.3 Modelo de cultivo in vitro 
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Para estudiar si los compuestos de sulfuro podían 
ejercer efectos protectores en la MEC del cartílago, 
se realizaron experimentos en los que los discos se 
estimularon con una concentración de 5 ng/ml de IL-
1β en el medio de cultivo, para reproducir in vitro las 
condiciones de la OA en su fase aguda, y con dos 
concentraciones (200 y 1000 µM) de NaSH o 
GYY4137, para intentar contrarrestar los efectos 
negativos inducidos por la IL-1β. Los discos de 
cartílago se mantuvieron es estas condiciones durante 
21 días. Los días 3, 7, 10, 14 y 21 de cada 
experimento se retiraron y congelaron los 
sobrenadantes, para analizarlos posteriormente, y se 
renovaron los medios con los estímulos. Estos 
experimentos se realizaron con cartílago de 4 
donantes OA. Al terminar cada experimento se 
recuperaron los explantes de cartílago. Cada disco se 
dividió en dos y una mitad se utilizó para realizar 
tinciones histoquímicas e inmunohistoquímicas tras 
su inclusión en parafina y la otra para la 
cuantificación de GAGs. Cada mitad de tejido 
utilizado para este protocolo se pesó en húmedo y los 
resultados se expresaron en μg de GAG/mg de peso 
húmedo. El tejido se deshidrató completamente en 
una SpeedVac y se realizó una digestión con 1 ml de 
disolución de papaína durante 18 h. 
 
3.4 Cuantificacion de GAGs 
 
La cuantificación de GAGs se realizó, tanto en los 
sobrenadantes como en los explantes de cartílago, 
mediante el kit comercial Blyscan sulfated 
glycosaminoglycan assay que se basa en la 
formación de complejos entre los GAGs y el reactivo 
de color 1,9-azul de dimetilmetileno. Los resultados 
se compararon con una curva de calibrado preparada 
con una concentración conocida de un estándar de 
GAGs. Para analizar los resultados se consideró que 
la suma de la cantidad de GAGs en tejido y la 
cantidad de GAGs en los sobrenadantes, para cada 
condición, suponía el 100% de la cantidad de GAGs 
y se transformaron los resultados a % de GAGs 
retenido en el tejido y % de GAGs liberado al 
sobrenandante. 
 
3.5 Tinciones histoquímicas e 
inmunohistoquímicas 
 
Para los distintos estudios histoquímicos e 
inmunohistoquímicos, los discos de cartílago se 
fijaron en paraformaldehído 3,7-4% durante 24 h, se 
deshidrataron con alcoholes de graduaciones 
crecientes (70º, 96º y absoluto) y se incluyeron en 
parafina. Para realizar las tinciones se obtuvieron 
secciones de 4 μm con un microtomo, se 
desparafinaron (10 min en estufa, 37ºC), se aclararon 
con xilol (10 min) y se rehidrataron en una secuencia 
de alcoholes decrecientes (absoluto, 10 min; 96º, 10 
min y 70º, 10 min), seguido de 10 min en agua 
destilada. Una vez que las secciones estuvieron 
rehidratadas se procedió con los protocolos de las 
distintas tinciones: a) Hematoxilina-eosina (permite 
observar los núcleos celulares, que se tiñen de azul, y 
los citoplasmas, de rosa); b)  Tricrómico de Masson 
(TM, tiñe las fibras de colágeno que adquieren un 
color azul intenso, el tejido conjuntivo verde, los 
núcleos se tiñen de azul–negro y el citoplasma de 
rosa); c) Safranina O (S-O, indica la presencia de 
glucosaminoglicanos sulfatados, tales como el ChS o 
KS, haciendo que la muestra adquiera mayor o 
menor intensidad de rojo en función de la cantidad de 
GAGs presentes; d) Azul de toluidina (AT, es un 
colorante metacromático que cambia su color azul 
por un color rojizo al reaccionar con los 
proteoglicanos, sin embargo, los núcleos y los 
citoplasmas adquieren la propia tonalidad del 
colorante, resultando azules. En las secciones de 
cartílago también se realizaron inmunohistoquímicas 
(IHQ) para la detección de la abundancia de 
determinadas proteínas (Col II, agrecano, KS, ChS, 
MMP3 y MMP13) en el tejido utilizando anticuerpos 
monoclonales específicos.  
 
4 Resultados 
 
4.1 Efectos sobre la pérdida de GAGs en 
cartílago estimulado con IL-1β 
 
Al analizar los resultados obtenidos con el kit de 
cuantificación de GAGs en tejido y sobrenadantes, se 
pudo observar que:  
- En condiciones basales, la cantidad de GAGs 
que permanece en el tejido OA tras 21 días es 
aproximadamente de un 80% - 85% mientras que un 
15% - 20% se pierden al sobrenadante. 
- La exposición durante 21 días a la IL-1β supone 
en el tejido OA un relevante descenso de la cantidad 
de GAGs en el cartílago y un aumento de su pérdida 
hacia el sobrenadante. De hecho la cantidad de 
GAGs perdida al sobrenadante fue superior a la que 
permanece en el tejido.  
- La co-estimulación con los compuestos 
liberadores de sulfuro, supone una mejoría en todos 
los casos, aumentando la cantidad de GAGs retenida 
en el tejido y protegiendo o inhibiendo su pérdida 
hacía el sobrenadante. Las dosis más efectivas fueron 
200 µM NaSH y 1000 µM  GYY4137. 
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4.2 Efectos sobre el estado de la matriz 
extracelular del cartílago estimulado IL-1β. 
Análisis histoquímico e inmunohistoquímico  
 
Tinciones histoquímicas 
 
Safranina O  
En la tinción para GAGs en tejido OA se observó que 
los discos estimulados con IL-1β sufrieron una 
pérdida de GAGs pronunciada, aunque con 
diferencias entre los diferentes donantes. También es 
llamativo que en la condición basal se observó que la 
región interterritorial, que rodea a los condrocitos, 
fue más positiva que el resto de la matriz (indicando 
síntesis activa de estas proteínas), mientras que en los 
discos estimulados con IL-1β esta positividad se 
había perdido. Se observó que las dosis de GYY4137 
utilizadas protegieron al tejido de la pérdida de 
GAGs ocasionada por la estimulación con IL-1β, 
mientras que en el caso de NaSH solamente la 
concentración más elevada ejerció este efecto.  
Azul de toluidina  
En la tinción para componentes metacromáticos, 
entre los que se encuentra principalmente el ácido 
hialurónico, no se observaron grandes diferencias a 
nivel de la capa superficial y, tanto el efecto de la 
IL-1β como el de los compuestos de sulfuro eran más 
evidentes a nivel de la capa profunda del cartílago. 
En el tejido OA, la condición con IL-1β presenta una 
pérdida de tinción bastante pronunciada. Este 
proceso mejora con ambos compuestos de H2S y la 
concentración de 200 µM ya es totalmente efectiva 
para ambos. En esta tinción, la región interterritorial 
prácticamente pierde su positividad en la condición 
con IL-1β y se vio como además los condrocitos 
dejan de ser positivos, mientras que con NaSH y 
GYY4137, y ya a 200 µM estas dos regiones son 
muy positivas.  
Tricrómico de Masson  
Con la tinción tricrómico de Masson se observaron 
muy pocas diferencias entre las distintas condiciones 
ensayadas. Esta tinción refleja el contenido de 
colágenos en las muestras. En general, el cartílago 
OA tras 21 días de estimulación con IL-1β es sólo 
ligeramente menos positivo que la condición sin 
estimular, y la adición de las diferentes 
concentraciones de NaSH y GYY4137 parece evitar 
esa ligera pérdida. 
 
Tinciones inmunohistoquímicas 
 
Queratán – sulfato  
En la inmunohistoquímica para queratán-sulfato (KS) 
en tejido OA indicó para la condición con IL-1β una 
pérdida de este GAG en todas las muestras. Para 
todos los casos, la co-estimulación de IL-1β con 
NaSH supuso una mejoría relevante y lo mismo 
ocurió con GYY4137, y para ambos compuestos 
parece que la mejor concentración fue la más 
elevada.  
Condroitín sulfato  
En la inmunohistoquímica para Ch-S en tejido OA se 
observó una pérdida importante en la condición con 
IL-1β. Las diferentes concentraciones de H2S 
aumentaron los niveles de Ch-S de la matriz. 
Además, para ambos compuestos el efecto 
beneficioso fue dosis dependiente.  
Metalloproteinasas 3 y 13 
También se analizaron ambas MMPs en los discos de 
cartílago. Ambas MMPs presentaron una baja 
positividad en la condición basal. En el caso de la 
MMP3, la IL-1β indujo la síntesis por parte de los 
condrocitos, ya que se observó una fuerte positividad 
en el interior de los mismos. La adición de NaSH y 
GYY4137 produjo una reducción de esta positividad, 
aunque GYY4137 parece ser más efectivo. En cuanto 
a  MMP13, la positividad fue mucho más intensa tras 
21 días en cultivo con IL-1β. La estimulación con los 
compuestos de sulfuro disminuyó la síntesis de esta 
MMP, sin embargo, sólo en 1000 µM de ambos 
compuestos se vio desparecer la positividad del 
tejido en el interior de los condrocitos.  
Agrecano y colágeno II 
También se analizó la presencia de estas proteínas en 
los discos de cartílago. Tanto en el caso del colágeno 
II, como del agrecano se observó que la IL-1β indujo 
una reducción en la matriz del cartílago, sin embargo 
esta reducción no se produce, e inclusive los 
condrocitos sintetizan mayores cantidades, en 
presencia de ambos compuestos de sulfuro. También 
es destacable que la administración de la IL-1β 
parece no sólo degradar el col II y el agrecano en la 
matriz, si no también inhibir su producción en las 
células, como se dedujo de la falta de coloración 
intracelular. La administración conjunta de NaSH o 
GYY4137 con IL-1β también mejora este aspecto, 
puesto que las imágenes de estas condiciones sí 
revelaron tinción intracelular.  
 
5 Discusión 
 
La patogénesis de la OA está causada, al menos en 
parte, por un desequilibrio entre la síntesis y la 
degradación en la matriz del cartílago. Las proteasas 
son las principales responsables de la degradación 
del cartílago y se ha demostrado que la 
predisposición catabólica comienza con un 
incremento de las agrecanasas seguido de un 
aumento en las MMPs [34,35]. La colagenasa 3 
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(MMP13) es la enzima más relevante en cuanto a la 
degradación de colágeno tipo II se refiere. Está 
regulada por el estrés en general – y la inflamación 
en particular – y por señales de la inducción a la 
diferenciación. Una revisión publicada recientemente 
[36] ha señalado a la MMP13 como el gen clave en el 
que convergen algunos factores de las vías de 
señalización que participan en las diferentes etapas 
de la OA. En nuestro estudio las IHQ para MMP13 y 
MMP3 mostraron un incremento importante con la 
estimulación con IL-1β y una reducción con la 
coestimulación con los compuestos de sulfuro, sobre 
todo con la dosis mayor de GYY4137. Ésta 
consiguió preservar la matriz en un estado muy 
similar al basal. Y es más, para la MMP3, con 200 
μM GYY4137 fue suficiente. No hay, que tengamos 
conocimiento, ningún otro estudio que relacione el 
efecto del NaSH o el GYY4137 con la actividad de la 
MMP13 en condrocitos OA humanos. Sin embargo, 
sí que hay varios estudios que observan un efecto 
parecido en condrocitos utilizando el DAS, un 
compuesto organosulfurado extraído del ajo [37-39]. 
Por añadidura, en nuestros estudios también 
encontramos que este descenso de la MMP13 se 
puede relacionar con un aumento en la síntesis de 
colágeno tipo II y agrecano, comprobando que las 
mismas concentraciones que disminuyen la MMP13 
son las que hacen que estos aumenten en el tejido 
(IHQs).  
Estos efectos también se observaron y se 
cuantificaron en las distintas tinciones de los 
componentes de la MEC realizadas en el tejido a los 
21 días. Por ejemplo, las tinciones de S-O, junto con 
las IHQ de KS y Ch-S por un lado, y la tinción de AT 
por el otro, corroboran que los compuestos de sulfuro 
son eficaces para prevenir la pérdida de GAGs 
sulfatados y no sulfatados, respectivamente. También 
en la IHQ de agrecano se observó como los 
compuestos de sulfuro preservan su presencia, frente 
a la depleción ocasionada por la IL-1β.   
Además de los efectos protectores del H2S frente 
a la inducción del fenotipo catabólico ocasionada por 
la IL1β que acabamos de discutir, se observó también 
que estos compuestos parecen inducir efectos pro-
anabólicos. No hay hasta la fecha ninguna 
publicación de la que tengamos conocimiento que 
analice el efecto del H2S sobre el anabolismo celular 
en cartílago. Estrictamente hablando, en nuestro 
estudio no podemos diferenciar si el H2S está 
simplemente protegiendo la matriz de la degradación 
o bien está induciendo la síntesis de los GAGs por 
parte de los condrocitos. Sin embargo, el análisis de 
las tinciones y las IHQ de estos tejidos, centrado en 
las células y su región interterritorial, parecen sugerir 
que sucede lo segundo. Tanto al visualizar los GAGs 
mediante la tinción S-O, como los más 
representativos por separado (ácido hialurónico (AT), 
KS y Ch-S), así como las IHQ de col II y agrecano, 
podemos comprobar que, por norma general, en las 
condiciones con IL-1β se pierde la positividad en el 
interior de los condrocitos y en la región 
interterritorial. Mientras que cuando el tejido se 
estimuló también con NaSH o GYY4137, 
principalmente a las dosis más altas, se apreció una 
positividad intracondrocitaria e interterritorial. Estos 
resultados nos llevan a la conclusión de que los 
compuestos de H2S no sólo protegen al tejido frente 
a la acción catabólica potenciada por la IL-1β, si no 
que estimulan la síntesis de GAGs, agrecano y 
colágeno tipo II en las células.  
En cuanto al contenido de colágeno, la tinción de 
tricrómico de Masson ha sido poco esclarecedora. En 
general, nuestros resultados a nivel histoquímico no 
reseñan apenas diferencias en el contenido de 
colágeno entre la condición basal, la estimulada con 
IL-1β o las condiciones con H2S. Sin embargo, en la 
IHQ de col II sí que se observó una pérdida 
importante de positividad debido a la IL-1β y una 
recuperación con ambos compuesto de sulfuro. Por lo 
tanto, en el peor de los casos estos compuestos son 
capaces de prevenir la pérdida de colágeno y 
preservar la síntesis en las células.  
 
6 Conclusiones 
 
En general, por los datos que aportan nuestros 
estudios podemos afirmar que, como mínimo, el H2S 
es un buen protector frente a la degradación del 
cartílago y que además parece prevenir el cambio 
hacia el fenotipo catabólico en los condrocitos, 
mejorando su capacidad de síntesis de proteoglicanos 
y GAGs. Las concentraciones más elevadas de los 
compuestos de sulfuro son las más eficaces. 
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